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序論 
 
ポリアミンは第 1級アミンを 2つ以上も
つ脂肪族炭化水素の総称であり、地球上の
生物体内に普遍的に存在する生理活性ア
ミンである。現在までに 20 種類以上のポ
リアミンが同定されているが、生体内には
主にプトレスシン、スペルミジン、スペル
ミンの 3 種類が存在している（Fig. I-1）。
このうち、大腸菌などの原核生物はプトレ
スシンとスペルミジンを、真核生物はスペ
ルミジンとスペルミンを主に含んでいる
(1)。ポリアミンは細胞内の濃度が数mMオーダーであることから、一価のイオ
ンを除いた低分子物質としては、Mg2+、ATPとともに細胞内に非常に大量に存
在している物質である。 
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Fig. I-1 Structures of polyamines
 
細胞増殖必須因子としてのポリアミン 
 
ポリアミンの増殖因子としての役割は、1949 年に乳酸菌の一種である
Hemophdus purainjluenzae の発育にポリアミンが必須であることが初めて報
告された(2)。次いで Russell らにより、がん患者の尿中ポリアミン量の増加が
報告されたことからポリアミンが細胞増殖に関与する事が示唆されてきた(3)。
その後、大腸菌(4)、酵母(5)、チャイニーズハムスター卵巣細胞(6)でポリアミン
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生合成欠損株が分離された。これらの細胞では外部からポリアミンを供給しな
いと細胞増殖や生存が出来ないことが報告され、ポリアミンは細胞増殖必須因
子であることが明らかになった(7)。 
 
ポリアミンの生合成 
 
真核生物のポリアミン生合成は、オルニチンを出発物質としてオルニチンデ
カルボキシラーゼによってプトレスシンが合成される反応で始まる。その後プ
トレスシンはスペルミジン合成酵素によってスペルミジンへ、スペルミジンは
スペルミン合成酵素によってスペルミンへそれぞれ変換される。スペルミジン
およびスペルミン合成に必要なアミノプロピル基は、S-アデノシルメチオニン
が S-アデノシルメチオニンデカルボキシラーゼによって脱炭酸されてできるデ
カルボキシアデノシルメチオニンによって供給されることが知られている(8)。 
 
培地中へのポリアミン添加による細胞毒性 
 
ポリアミンは細胞増殖必須因子として機能するが、その一方でウシ血清を含
む細胞培養液中にスペルミンまたはスペルミジンを添加すると細胞増殖を阻害
することが報告されている(9)。当研究室ではこの現象を調べるため、マウス乳
がん由来の FM3A 細胞を用いてスペルミン添加による毒性作用の研究を行った。
アミンオキシダーゼ阻害剤であるアミノグアニジンをスペルミンと共に添加す
ると細胞増殖阻害が起こらなかったことから、スペルミン添加による細胞増殖
阻害作用はスペルミン自体の毒性ではなく、スペルミンの代謝産物によるもの
 - 4 -
であると考えられた(10)。ポリアミンが牛血清中のアミンオキシダーゼにより代
謝されることで活性酸素の一種である H2O2 と毒性アルデヒドであるアクロレ
インが産生されることが知られていた(11,12)ことから、H2O2 とアクロレインの
どちらが細胞毒性の原因であるかを調べるために、これらの分解酵素とスペル
ミンを同時に培地中に添加する実験を行った。その結果、H2O2 の分解酵素であ
るカタラーゼをスペルミンと共に添加しても細胞増殖は回復しなかったが、ア
クロレインの分解酵素であるアルデヒドデヒドロゲナーゼをスペルミンと共に
添加すると細胞増殖が回復した。上記の実験を培地中スペルミジン添加による
細胞毒性に対して検討した場合においても同様の結果が得られた。このことか
ら、培地中にポリアミン（スペルミンまたはスペルミジン）を添加した時の細
胞毒性の原因はポリアミンの代謝により産生するアクロレインであることが判
明した(10)。 
 
細胞内におけるポリアミン代謝 
 
動物細胞内のポリアミン代謝経路は大きく 2 つに別れている（Fig. I-2）。ひと
つはスペルミンオキシダーゼ （SMO）がスペルミンを分解し、スペルミジン、
3-アミノプロパナールを生成する経路(13)。もうひとつはスペルミジン/スペル
ミン-N1-アセチルトランスフェラーゼ （SSAT）及びアセチルポリアミンオキ
シダーゼ （AcPAO）がスペルミンまたはスペルミジンを分解し、スペルミジン
またはプトレスシン、3-アセタミドプロパナールを生成する経路である(14)。2
つの代謝経路には副生成物の性質に大きな違いがあり、SMOによる代謝経路で
産生される 3-アミノプロパナールが自発的にアクロレインに変換されるのに対
し、SSATとAcPAOによる 3-アセタミドプロパナールからはアクロレインがほ
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とんど産生されない(10)。以上のことから、ポリアミン代謝により発生するアク
ロレインは、主にスペルミンがSMOにより代謝されてできると考えられている。 
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Fig. I-2 Polyamine catabolic pathways of animal cells.
Acrolein is formed from polyamines, especially spermine, by SMO, SSAT, AcPAO.
SMO : Spermine oxidase, SSAT : Spermidine/spermine N1-acetyltransferase,
AcPAO : Acetylpolyamine oxidase
 
ヒト疾患とアクロレインとの関連性 
 
細胞内で発生したアルデヒド体は大部分がペルオキシソームに限局している
ことから細胞障害を起こす可能性は低く(15)、細胞質において発生したアルデヒ
ド体も細胞内において数 mM 以上の濃度で大量に存在するグルタチオンにより
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無毒化される(16)か、アルデヒドデヒドロゲナーゼにより分解されるので、その
毒性は通常問題にならないと考えられている(17)。しかしながら、組織の梗塞な
どの細胞障害性の疾患が起きた場合には、細胞内に含まれるポリアミンやポリ
アミン代謝酵素が細胞外に漏出し、ポリアミンが代謝されることでアクロレイ
ンを産生する可能性が考えられる。このことから、当研究室では細胞傷害性の
疾患とアクロレインとの関連性に注目してきた。 
当研究室ではこれまでに、慢性腎不全患者の血漿中においてスペルミン量が
減少し、プトレスシン量、SMO 活性、遊離アクロレイン量及びタンパク質結合
型アクロレイン量が増加していることを明らかにした(18)。また、脳梗塞患者に
おいて血漿中 AcPAO 活性、SMO 活性、及びタンパク質結合型アクロレイン量
が増加していることを報告した(19)。さらに最近では、アクロレインとあわせて
インターロイキン-6 および C-反応性タンパク質といった細胞マーカーを測定す
ることで、脳梗塞の前段階であると考えられる無症候性脳梗塞患者を 89%以上
という高い感度と特異度で識別できる技術も開発されている(20)。このように、
腎障害や脳梗塞などの細胞障害が起こった際には細胞内のポリアミンやその代
謝酵素が漏出し、血液中でアクロレインを生成する事が示唆されている。 
 
以上の知見に基づき、本研究ではアクロレインと脳梗塞との関連性について
さらに追求することを目的として、以下のテーマに沿ってポリアミン代謝系や
その代謝産物であるアクロレインについて解析した。 
 
第一章 脳梗塞モデルマウスを用いたアクロレインと脳梗塞の関連性の解析 
第二章 新規アクロレイン除去剤と活性酸素除去薬との薬効比較 
第三章 ポリアミン代謝系の変動が脳梗塞に与える影響の解析 
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第一章 
脳梗塞モデルマウスを用いたアクロレインと脳梗塞の関連性の解析 
 
序論で述べたように、当研究室では脳梗塞や腎障害などの細胞傷害性の疾患
において、患者血液中のポリアミン代謝酵素活性やタンパク質結合型アクロレ
イン量（PC-Acro）が優位に上昇していることを明らかにした(18,19)。また、
疾患の重症度が高いほどこれらの値の上昇が高いこと(19,21)から、疾患との相
関関係が認められている。しかしながら、現在までに行われてきた臨床研究で
は血漿レベルの解析にとどまり、細胞障害部位においてポリアミンの代謝や代
謝物であるアクロレイン量がどのように変動しているかは明らかになっていな
い。そこで、本研究では脳梗塞モデルマウスを用いることで、血漿中に加えて
脳梗塞部位におけるポリアミン量、ポリアミン代謝酵素および代謝産物である
アクロレイン量について解析した。 
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材料と方法 
 
動物実験 
 
すべての動物実験は千葉大学動物実験委員会による許可を受け、千葉大学動
物実験実施規定に基づいて実施した。7 週齢の C57BL/6 系統の雄マウスを日本
SLC より購入し、8 週齢になるまでマウス室にて飼育した。8 週齢のマウスのう
ち、体重が 22 g から 26 g までのものを実験に使用した。 
 
光増感反応を応用した Photochemically induced thrombosis（PIT）法による
脳梗塞モデルマウスの作製 
 
脳梗塞モデルマウスは Matsuno らの方法に従って作製した(22)。このモデル
は光増感反応を応用したものである(23)。540 nm の波長の緑色光で光増感剤で
あるローズベンガルを励起させると一重項酸素が生成される。一重項酸素は血
管内皮細胞を障害し、内皮下組織が露出されることで血小板が活性化され、血
栓を形成し血管を閉塞する(24)。このモデルは高価な励起レーザーを使用するも
のの、血管結紮による脳梗塞モデルや塞栓子の挿入による脳梗塞モデルに比べ
て再現性が良く、術中の個体死が少ない点で優れている(25)。 
マウスを密閉容器に入れ、3%のイソフルラン（Abbott Japan）を用いて麻酔
を導入した。手術中は 1.5%のイソフルランで麻酔維持を行った。麻酔導入後、
ヒートセンサーをマウス直腸内に挿入し、マウスをヒートパッド上に固定する
ことで術中の体温を 37 + 1°C の範囲に保った。マウスの左眼窩側縁に沿って側
頭部にむかい皮膚および側頭筋を切開した。次に顕微鏡下において、硬膜下を
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通過する中大脳動脈が確認できるまで硬膜を露出させた。さらにマウス胸部の
皮膚および筋肉を切開し大静脈を露出させ、ローズベンガル（和光純薬工業）
を投与（20 mg/kg）した。その後、キセノンランプ（浜松フォトニクス）を用
いて緑色光を中大脳動脈に 10 分間照射し、中大脳動脈を血栓により閉塞した
（Fig. I-3）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. I-3 Preparation of stroke model mouse.
(A) Intravenous injection of Rose Bengal (photosensitizer)
(B) Photochemical reaction causes endothelial injury followed by aggregation of a platelet. 
(C) Mouse brains were sectioned and stained with triphenyl tetrazolium chloride at 24 h after stroke. 
Normal area was stained (red). Infarct area was not stained (white).
Control InfarctIrradiation of laser light to 
middle cerebral artery
Basal surface of a 
mouse brain
 
脳梗塞体積の定量 
 
上記脳梗塞モデルマウスを用いて、中大脳動脈閉塞後 24 時間の時点で脳を摘
出し、ブレインスライサーを用いて 2 mmの厚さで脳スライスを作製した。それ
ぞれのスライスは 5%トリフェニルテトラゾリウム塩（和光純薬工業）を含む生
理食塩水中で 30 分間、37 °Cでインキュベーションした。インキュベーション
中に、無色のテトラゾリウム塩はミトコンドリア内で発生した水素により還元
されて濃い赤色のホルマザン塩となる。生きている細胞の部分のみが赤く染ま
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り、梗塞により死滅した脳細胞の部分は染色されず白く抜け落ちた事を確認し、
脳スライスをデジタルカメラで撮影した。撮影した画像データはNational 
Institute of Health Image(26)を用いて解析し、脳梗塞部位の体積を定量した。 
 
脳保護薬の投与 
N-アセチルシステイン（Sigma）の投与方法ならびに投与濃度については
Mushfiquddin らの方法に従って行った(27)。N-アセチルシステインは濃度が
25 mg/ml になるように生理食塩水で希釈し、腹腔内に投与（250 mg/kg）した。
生理食塩水（コントロール）または N-アセチルシステインの投与はレーザーに
よる脳梗塞誘導が完了した 3 分後に行った。 
 
脳組織からのタンパク質の抽出と定量 
脳梗塞モデルマウスの脳組織からタンパク質を抽出するために、T-10 型ホモ
ジナイザー（IKA）を用いて組織を破砕した。組織破砕用バッファーの組成は、
最終濃度 10 mmol/L Tris/HCl（pH 7.5）, 1 mmol/L ジチオスレイトール, 10% 
グリセロール, 0.2 mmol/L EDTA, 0.02 mmol/L FUT-175（プロテアーゼ阻害薬、
6-amino-2-naphthyl-4-guanidinobenzoate）である。作製した脳組織ホモジネ
ートを、4°C において 15,000 rpm で 15 分間遠心し、その上清をタンパク質画
分とした。タンパク質濃度はプロテインアッセイ溶液（Biorad）を用いてブラ
ッドフォード法(28)により定量し、タンパク量のスタンダードとしてたんぱく質
定量用ウシ血清アルブミン（ナカライテスク）を用いた。 
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脳組織および血漿中のポリアミン抽出と定量 
 
脳組織のポリアミン定量の際には、抽出したタンパク質量として 30 g 分に
対しリン酸緩衝液（pH 7.2）を加えて全量を 60 l に調整した。その後 10% TCA
を 60 l 加えて氷上 15 分間放置後に 15,000 rpm、4 °C で 15 分間遠心し、上清を
100 l 分取した。上清を再び 4 °C 下、15,000 rpm で 15 分間遠心した後、上清
の 20l を HPLC によって測定した。血漿中のポリアミン定量の際には、60l
の血漿に等量の10% TCAを加えて氷上15分間放置後に15,000 rpm、4 °Cで15 分
間遠心し、上清を 100 l 分取した。上清を再び 4 °C 下、15,000 rpm で 15 分間
遠心した後、上清の 30l を HPLC によって測定した。 
ポリアミン定量は、Igarashi らの方法に基づき行った(29)。 
高速液体クロマトグラフィーを用いて、TSK gel Polyaminepak (4.6 x 50 
mm)カラムをバッファーII（0.35 mol/L Na-citrate（pH 5.3）、2 mol/L NaCl、
20% メタノール、0.1% ブリッジ-35、0.01% ヘキサン酸）で平衡化した。ただ
し、血漿中のポリアミン定量の場合は同一のカラムを 2 本連結した。50 °C、0.42 
ml/min（血漿の場合は 0.21 ml/min）の条件でポリアミンを分離した。OPA バ
ッファー（0.4 mmol/L ホウ酸-KOH（pH 10.4）、0.06%オルトフタルアルデヒ
ド、37 mmol/L -メルカプトエタノール、0.1% ブリッジ-35）を 0.4 ml/min（血
漿の場合は 0.2 ml/min）で溶離液と混和し、励起波長 336 nm、蛍光波長 470 nm
の条件で蛍光強度を測定し、ポリアミンを定量した。 
 
SDS-ポリアクリルアミドゲル電気泳動（PAGE）とウェスタンブロッティング 
 
 20 g のタンパク質を 10.5%のポリアクリルアミドゲルにより電気泳動し、ク
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マシーブリリアントブルー R-250（CBB）を用いて染色した。ウェスタンブロ
ットで解析するサンプルは、SDS-PAGE を行ったゲルからタンパク質を PVDF
膜（ミリポア）に転写して後の実験に使用した。PC-Acro の定量にはタンパク
質結合型アクロレイン抗体（MoBiTec : ポリクローナル抗体、日本油脂 : モノ
クローナル抗体）を用いた。アルブミンの定量には、抗マウスアルブミン抗体
（Bethyl）を使用し、4-HNE の定量にはタンパク質結合型 4-HNE（PC-HNE）
抗体（日本油脂）を用いた。68 kDa のバンドの濃度は前述の National Institute 
of Health Image により定量した。 
 
組織中における SSAT 活性、SMO 活性および AcPAO 活性の測定 
 
組織中SSAT活性の測定は、Matsuiらの方法に従って行った(30)。反応系は全
量を 100 lとし、100 mmol/L Tris/HCl（pH 7.8）、10 mol/L [1-14C] アセチ
ル-CoA、3 mmol/Lスペルミジンに 140 gのタンパク質を加えた。水浴で 37°C、
10 分間インキュベーションをした後、氷水中で反応を停止させた。その後、1 
mol/Lのヒドロキシルアミンを 20 l加え、熱湯中で 3 分間ボイルした。15,000 
rpmで 10 分間遠心した後、上清 100 lをP81 ディスク（ミリポア）にスポット
し、水で洗浄した。エタノール洗浄後にディスクを乾燥させ、トルエン/PPO（ジ
フェニルオキサゾール）4 mlを入れたバイアルにディスクを入れ、液体シンチ
レーションカウンターで14C標識されたアセチルスペルミジンの量を測定した。 
 組織中 SMO および AcPAO 活性の測定は、Tomitori らの方法に従って測定し
た(19)。反応系は全量を 100 l とし、基質として 0.2 mmol/L のスペルミンまた
はアセチルスペルミン、20 g のタンパク質を使用した。SMO 活性測定時は 20
時間、AcPAO 活性測定時は 4 時間 37°C でインキュベーションした。等量の 10% 
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TCA を加えて氷上 15 分間放置後に 15,000 rpm、4 °C で 15 分間遠心し、上清を
100 l 分取した。上清を再び 4 °C 下、15,000 rpm で 15 分間遠心した後、上清
の 20l を HPLC によって測定した。 
 
血漿中における SMO 活性及び AcPAO 活性の測定 
  
血漿中におけるSMO活性及びAcPAO活性の測定はTomitoriらの方法に従っ
て測定した(19)。脳梗塞誘導後 24 時間の時点でマウスの心臓から採血を行った。
採取した血液 0.5 mlに対しヘパリン（アベンティスファーマ）を 5 ユニット加
え、4 °C下、3,000 rpmで 10 分間遠心し、血漿を採集した。血漿 80 l、10 mM 
Tris-HCl（pH 7.5）、0.2 mmol/L スペルミン又はN1-アセチルスペルミンを含む
反応液（0.1 ml）を 37°Cで 48 時間インキュベートした。反応液 70 lに対し等
量の 10% TCAを加え、15,000 rpmで 10 分間遠心する。上清 30 lを用いて、
HPLCによりスペルミジン量を測定した。 
 
血漿中におけるタンパク質結合型アクロレインの測定 
 
血漿中タンパク質結合型アクロレインの測定は Uchida らの方法に従って測
定した(31)。ACR-LYSINE ADDUCT ELISA SYSTEM（日本油脂）のマニュア
ルに従い、血漿中のタンパク質結合型アクロレイン量を測定した。ヘパリンを
用いて採取したマウス血漿 50 l を希釈せずに使用した。 
 
統計処理 
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すべてのデータおよびグラフは平均値 + 標準誤差で示した。各データの比較は
分散分析を行って等分散であることを確認した後に t 検定で解析した。危険率
5%以下で統計的に有意差があるとし*マークを付した。危険率 1%、0.1%の場合
にはそれぞれ**マーク、***マークを付した。 
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結果 
脳梗塞部位のポリアミン量の測定 
 
脳組織中のポリアミン量を測定するために、正常部位および梗塞部位からポ
リアミンを抽出して、HPLC により定量した。その結果、梗塞部位では正常部
位と比べてスペルミジンとスペルミンの量が約 50%に減少していた（Fig. 1-1A）。
これに対し、プトレスシンの量は 10 倍以上に増加していた。次に脳組織中のポ
リアミン代謝酵素の活性を測定したところ、3 種類のポリアミン代謝酵素全ての
活性が正常部位に比べて梗塞部位で上昇傾向にあった（Fig. 1-1B）。 
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Fig. 1-1 Polyamine content and activities of polyamine degrading 
enzymes in brain tissues in control and PIT mice.
Polyamine content (A) and the activities of SMO, SSAT, AcPAO (B) were 
measured using 10 mice in each group.
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組織中の PC-Acro 量の測定 
 
脳組織中のタンパク質を抽出し、SDS-ポリアクリルアミドゲル（PAGE）を
用いて電気泳動を行った。その後、ゲルを CBB で染色したところ、脳梗塞部位
では正常部位では観察されなかった 68 kDa の位置に太いバンドが検出された
（Fig. 1-2 Left）。次に、SDS-PAGE を行ったゲルからタンパク質を PVDF 膜
に転写して、抗 PC-Acro ラットポリクローナル抗体でウェスタンを行うと、こ
の 68 kDa のバンドが正常部位の約 28 倍強くアクロレイン化されていることが
解った（Fig. 1-2 Middle）。抗 PC-Acro マウスモノクローナル抗体を用いて追試
したところ、同様の結果が得られた。また、SDS-PAGE を行ったゲルからタン
パク質を PVDF 膜に転写して、抗マウスアルブミン抗体でウェスタンを行うと、
この 68 kDa のバンドが正常部位の約 14 倍強く検出された（Fig. 1-2 Right）。 
 
AlbuminPC-AcroCBB staining
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32
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18
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Density; 1.0 + 0.2 : 28.4*** + 3.8 1.0 + 0.3 : 14.1*** + 2.5
Fig. 1-2 CBB staining and western blotting analysis of brain homogenate from 
normal or infarct area.
Total proteins were stained with CBB after SDS-PAGE. PC-Acro and Albumin levels 
were assayed by western blotting using either anti PC-Acro or anti Albumin. ( n = 6 )
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血漿中ポリアミン量、PC-Acro 量およびポリアミン代謝酵素の測定 
 
正常マウスおよび脳梗塞モデルマウスの血漿中のポリアミンを抽出して、
HPLC により定量した。脳梗塞モデルマウスの血漿中では正常マウスに比べて
スペルミン量が若干上昇しており、スペルミジンとプトレスシン量は約 2 倍に
上昇していた（Fig. 1-3A）。この時の血漿中の PC-Acro の量を ELISA にて定量
したところ、脳梗塞モデルマウスの血漿中では正常マウスに比べて PC-Acro 量
が約 2 倍に上昇していた（Fig. 1-3B）。次に各マウスの血漿を用いて、SMO お
よび AcPAO の活性を測定したところ、脳梗塞モデルマウスの血漿中では正常マ
ウスに比べてSMO活性およびAcPAO活性が約 2倍に上昇していた（Fig. 1-3C）。 
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N-アセチルシステイン投与による脳梗塞部位への影響 
 
脳梗塞モデルマウス作成時に、アクロレイン除去作用を持つ N-アセチルシス
テインを投与して脳保護作用を検討した。脳梗塞体積を比較した結果、N-アセ
チルシステインを投与したマウスでは生理食塩水を投与したコントロールのマ
ウスに比べて脳梗塞体積が約 30%減少していた（Fig. 1-4A）。この時の脳梗塞
部位における PC-Acro の量を測定したところ、N-アセチルシステインを投与し
たマウスでは、脳梗塞部位における PC-Acro の量が約 60%減少していた。さら
に脳梗塞部位におけるポリアミン量を測定したところ、N-アセチルシステイン
を投与したマウスでは、脳梗塞部位におけるポリアミンの量が回復していた。 
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考察 
 
脳梗塞モデルマウスを用いた実験より、脳梗塞部位ではスペルミンとスペル
ミジンが減少し、プトレスシンが上昇していた（Fig. 1-1A）ことからポリアミ
ンが代謝されているか、細胞外に流出している可能性が考えられた。ここでポ
リアミン 3 種類の絶対量を比較すると、スペルミンおよびスペルミジンが減っ
た分に応じてプトレスシンが増えているわけではなく、全体としては著しく減
少していることから、細胞が壊れてポリアミンが流出している可能性が高いと
思われた。我々と同様に、Paschen らもラットやスナネズミを用いた虚血再灌
流モデルの実験を積み重ね、脳虚血時の細胞内ポリアミンは細胞外および血液
中に流出している可能性があると予測していた(32)ことから、脳障害時における
細胞外へのポリアミン流出の可能性が強く示唆された。プトレスシン量の上昇
については、脳梗塞時にプトレスシンの合成酵素であるオルニチンデカルボキ
シラーゼの mRNA 量と活性が上昇することが報告されていること(33,34)から、
分解ではなく生合成によってつくられたものであると考えられた。Lukkarinen
らによるオルニチンデカルボキシラーゼのトランスジェニックラットを用いた
脳梗塞モデルの研究結果より、プトレスシン量の上昇自体には強い細胞毒性が
なく、脳梗塞体積の変化には影響を与えないことが示唆されている(35)。 
脳梗塞部位のポリアミン代謝酵素（SMO, SSAT および AcPAO）活性を測定
した結果、正常部位に比べて上昇傾向にあること（Fig. 1-1B）が解った。Zahedi
らによる腎虚血再灌流モデルラットの実験より、SSAT と SMO の活性誘導が予
測されていた(36)が、我々のモデルでは有意差はなかった。我々のモデルでは、
血漿中のSMOおよびAcPAO活性が有意に上昇していたこと（Fig. 1-3C）から、
脳梗塞誘導による細胞のダメージが大きかったので、誘導された酵素の一部が
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血中に流出してしまった可能性が考えられる。 
この時の梗塞部位では PC-Acro が正常部位の約 30 倍量検出され、その殆ど
がアルブミンと結合していることが明らかになった（Fig. 1-2）。アクロレイン
はタンパク質中のリジンやシステインと反応するので、単一のタンパク質であ
るアルブミンが主にアクロレイン化されていることは不思議であった。これは、
脳梗塞部位ではうっ血が起きており細胞外に大量のアルブミンが存在すること、
アルブミンはフリーのシステイン残基Cys-34および分子表面に 2つのリジン残
基 Lys-557, Lys-560 をもち(37)アクロレイン化されやすいタンパク質であるこ
と、ビタミン E と比べて抗酸化作用の強い（約 20 倍）タンパク質であること(38)
等から、ある程度選択的にアルブミンがアクロレイン化されるのではないかと
考えられた。30 倍もの蓄積量については、これらの残基がアクロレイン化され
ることでアルブミンの溶解性が減少した事により、梗塞部位に PC-Acro として
蓄積している可能性が考えられた。 
血漿中のポリアミン量を定量すると 3 種類のポリアミン量の全てが上昇して
いた（Fig. 1-3A）。細胞内にはスペルミンとスペルミジンが多く含まれているの
に、スペルミジンとプトレスシンの上昇が大きかったことから、細胞外または
血漿中に流出したポリアミンは代謝を受けていることが予測された。これを裏
付けるように、血漿中の PC-Acro 量が脳梗塞モデルマウスで約 2 倍に上昇して
いることが明らかとなり（Fig. 1-3B）、このデータは脳梗塞患者(19)および慢性
腎不全患者(18)より得られた臨床研究のデータと一致した。一方で本研究のデー
タと過去の臨床研究のデータと一致しなかった点が 2 点あった。脳梗塞モデル
マウスにおいてはスペルミン量が上昇していたが慢性腎不全患者では低下して
いた点とマウスでは血漿中 PC-Acro 量がヒトの約半分であった点である。これ
は細胞障害部分の体積と血液量の違いや、マウス SMO の Km 値がヒト SMO よ
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りも約 10 倍高いこと(39,40)が原因として考えられたが、決定的な要因は不明で
ある。 
N-アセチルシステインの投与により、脳梗塞モデルマウスの脳梗塞体積が有
意に縮小した（Fig. 1-4A）ことにより、Khan らによりラット脳梗塞モデルで
観察されていた N-アセチルシステインの脳保護作用(27)が、我々の用いたマウ
ス PIT モデルでも再確認できた。N-アセチルシステイン投与マウスの脳梗塞部
位における PC-Acro 量が減少していること（Fig. 1-4B）から、脳保護作用はア
クロレインの除去によるものとも考えられた。しかし、N-アセチルシステイン
はそれ自身が作用する場合や、グルタチオンに変換された場合には、アクロレ
インだけでなく活性酸素の毒性解除にも関与すること(41)から、アクロレイン特
異的な除去剤ではないという弱点があった。また、N-アセチルシステインを投
与したマウスでは脳梗塞部位のポリアミン量が回復することが解った（Fig. 
1-4C）。現段階ではこれはアクロレインまたは活性酸素のどちらか或いは双方に
よる細胞障害が抑えられたことによると考えられた。 
以上のことから、血漿中および脳梗塞部位でポリアミンから産生されるアク
ロレインは脳梗塞と強い相関関係を持つ事が明らかになった。 
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第二章 
新規アクロレイン除去剤と活性酸素除去薬との薬効比較 
 
脳血管障害（主に脳梗塞および脳出血）による死亡数および死亡率は昭和 45
年をピークに減少しつつあるが、現在も日本人の死亡原因の第 3 位となってい
る重要な疾患である(42)。本邦では脳血管障害のうち、栄養状態の改善や高血圧
治療の進展により脳出血は減少傾向にある一方で、高脂血症や糖尿病の増加等
が増えたこともあり脳梗塞の頻度は増加傾向にある。脳梗塞による世界の経済
損失は年間 540 億ドルを越えるとの報告(43)もあり、非常に大きな問題となっ
ている疾患である。 
現在、脳梗塞時の細胞障害にはヒドロキシルラジカルや過酸化水素などの活
性酸素種が関与していると考えられている(44)。活性酸素は生体内では主に脂質
(45)や DNA(46,47)の過酸化によって、細胞死を引き起こしていると考えられて
いる。脂肪酸がヒドロキシルラジカルと反応した場合、脂質の過酸化が連鎖的
に反応し、4-ヒドロキシノネナール（4-HNE）やマロンジアルデヒドなどの毒
性アルデヒドが発生することが知られている(48)。また、DNA がヒドロキシル
ラジカルと反応した場合、塩基と結合することで 8-ヒドロキシグアノシン
（8-OHdG）という構造を形成する(49)結果、DNA 鎖の切断を引き起こすこと
が知られる。これらの物質は活性酸素種の発生量の指標と考えられている(50)。 
脳梗塞時のフリーラジカル除去剤として世界で承認されている薬は存在せず、
本邦においてエダラボン（商品名ラジカット）の臨床使用が許可されているの
みである(51)。しかしながら、エダラボンは市販後調査によって急性腎不全など
の副作用が報告されていることもあり、さらに優れた脳保護薬の開発が求めら
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れているが、組織プラスミノーゲンアクティベーター（血栓溶解剤）を除いて
世界で使用されている薬は存在していない。 
第一章の結果から、ポリアミンの代謝産物であるアクロレインと脳梗塞に相
関関係があることが解った。そこで、アクロレインが活性酸素とは別の新たな
創薬ターゲットになると考えて、アクロレインの発生量や毒性を活性酸素と測
定しそれぞれの重要性を比較した。さらに、それぞれの毒性解除剤を脳梗塞モ
デルマウスに投与して脳保護作用について比較した。 
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材料と方法 
 
アクロレインと 4-HNE の毒性比較 
 
マウス乳がん由来のFM3A細胞は、2%ウシ胎児血清、100 units/ml ペニシリ
ンG、50 units/ml 硫酸ストレプトマイシンを含むES培地（日水製薬）で 5% CO2、
37°Cの条件下、1 x 104~1 x 106 cells/ml の範囲内で培養、継代を行った。毒性
評価の際には、2 x 104 cells/mlのFM3A細胞に 10 Mのアクロレインまたは
4-HNEを添加した後、5% CO2、37°Cの条件下で培養し、24 時間後および 48
時間後の細胞数をトリパンブルー存在下で測定した。 
 ヒト子宮頸がん由来のHeLa細胞は、5%ウシ胎児血清、100 units/ml ペニシ
リンG、50 units/ml 硫酸ストレプトマイシンを含むDMEM培地（GIBCO）で
5% CO2、37°Cの条件下、1 x 104~1 x 106 cells/ml の範囲内で培養、継代を行
った。毒性評価の際には、5 x 104 cells/mlのHeLa細胞に 30 Mのアクロレイン
または 4-HNEを添加した後、5% CO2、37°Cの条件下で培養し、24 時間後およ
び 48 時間後の細胞数をトリパンブルー存在下で測定した。 
 
脳梗塞部位 8-OHdG 量の測定 
 
高感度 8-OHdG check ELISA（日本老化制御研究所）のマニュアルに従い、
脳梗塞部位の 8-OHdG 量を測定した。サンプルは DNeasy Tissue kit（キアゲ
ン）を使用して脳組織から DNA を抽出し、ヌクレアーゼ P1（ヤマサ）により
加水分解した後に使用した。発生した 8-OHdG が細胞内の DNA 修復機構によ
り DNA から除去されていた場合、DNA 抽出の過程でこれらの断片は抽出され
 - 27 -
ないと考えられる。この場合抽出した DNA をサンプルとして用いた場合、発生
した 8-OHdG 量を正確に反映していない恐れがあったので、脳ホモジネートそ
のものについても DNA を抽出した場合と同様に測定を行った。脳ホモジネート
は 50 l 中に 25 g のタンパク質を含むように希釈した後、使用した。 
 
新規アクロレイン除去剤の投与 
 
脳梗塞モデルマウスに活性酸素除去剤またはアクロレイン除去剤を投与して
それぞれの脳保護作用を比較した。薬剤の投与時間は、レーザーによる脳梗塞
誘導完了の直後（3 分後）または 6 時間後の 2 つの時点で検討を行った。 
活性酸素除去剤として、エダラボン（田辺三菱製薬 商品名ラジカット）を
使用した。投与量、投与方法は Watanabe らの方法(52)に従って、静脈内に投与
（3 mg/kg）した。第一章で使用した N-アセチルシステインは活性酸素および
アクロレインの除去作用がある(41,53)ため、活性酸素除去作用を持たないアク
ロレイン除去剤として N-ベンジルヒドロキシルアミン（ナカライテスク）を使
用した。N-ベンジルヒドロキシルアミンは 5 mg/ml になるように生理食塩水で
希釈し、100 mg/kg で腹腔内に投与した。 
 
その他の実験は第一章「材料と方法」に記載した方法で行った。 
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結果 
脳梗塞部位の PC-Acro, 4-HNE および 8-OHdG 量の測定 
 
脳梗塞モデルマウスを用いて、脳組織中の PC-Acro 量とタンパク質結合型
4-HNE量を測定するために、正常部位および梗塞部位からタンパク質を抽出し、
SDS-PAGE を行った。クマシーブリリアントブルーで染色すると、Fig. 1-2 と
同様に梗塞部位において 68 kDa のバンドが検出（Fig. 2-1A Left）された。抗
PC-Acro 抗体でウェスタンブロットを行うと、このバンドは正常部位に比べて
約 26 倍の濃さであった（Fig. 2-1A Middle）。これに対して、抗 PC-HNE 抗体
でウェスタンブロットを行うと、正常部位に比べてバンドの濃さは約 3 倍であ
った（Fig. 2-1A Right）。次いで、脳梗塞部位の組織をホモジナイズし、8-OHdG
量をELISAにより測定した。その結果、梗塞部位では正常部位の 2倍の 8-OHdG
量が検出された（Fig. 2-1B）。脳梗塞部位の DNA を抽出してから 8-OHdG 量を
測定した場合、梗塞部位では正常部位の 3 倍の 8-OHdG 量が検出された。 
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アクロレインと 4-HNE の細胞毒性比較 
 
ポリアミンの代謝により発生するアクロレインと脂質過酸化より発生する
4-HNE はどちらも毒性のアルデヒドであるため、それぞれの細胞毒性を比較し
た。それぞれ 10 M を FM3A の培地中に添加した結果、アクロレインの方が強
い毒性を示した（Fig. 2-2）。しかしながら、HeLa 細胞を用いてアクロレインま
たは 4-HNE を 30 M の濃度で培地に添加した場合は、毒性は同程度であった
（データ未掲載）。 
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Fig. 2-2 Toxicological comparison of acrolein with 4-HNE.
FM3A cells ( 2 x 102 cells/ml ) were cultured in the presence of 4-HNE or acrolein for 48 h. The 
number of the cells was counted at the designated time.
アクロレイン除去剤または活性酸素除去剤投与による脳保護作用 
 
アクロレイン除去剤である N-ベンジルヒドロキシルアミンと活性酸素除去剤
であるエダラボンを脳梗塞モデルマウスに投与して、それぞれの脳保護作用を
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比較した。エダラボンは脳梗塞誘導直後に投与した場合には脳梗塞体積を有意
に縮小させるが、脳梗塞の誘導後 6 時間の時点で投与した場合には脳梗塞体積
は減少傾向がみられたが、有意差はなかった（Fig. 2-3A）。一方で、N-ベンジル
ヒドロキシルアミンを投与した場合には、投与時間が脳梗塞誘導直後および 6
時間後のどちらであっても脳梗塞体積を有意に縮小した（Fig. 2-3A）。この時の
ポリアミン量を測定すると、Fig. 2-3A で脳梗塞体積の縮小が観察されたエダラ
ボンの脳梗塞誘導直後投与、N-ベンジルヒドロキシルアミンの誘導直後投与お
よび 6 時間後投与をしたマウスでは、脳梗塞部位におけるポリアミン量の回復
が観察された（Fig. 2-3B）。 
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アクロレイン除去剤投与による PC-Acro 量への影響 
 
N-ベンジルヒドロキシルアミンまたはエダラボンを脳梗塞モデルマウスに投
与して、それぞれの脳梗塞部位のPC-AcroとPC-HNE量を測定した（Fig. 2-4）。
エダラボン投与によって、脳梗塞部位の PC-HNE 量は減少傾向であったが、有
意差はなかった。しかしながら、この時 PC-Acro 量が有意に減少していた。一
方で、N-ベンジルヒドロキシルアミンの投与により脳梗塞部位の PC-HNE 量に
ほとんど変化はなかったが、PC-Acro 量は約 50%に減少していた。 
 
Saline Edaravone N-benzylhydroxylamineSaline
PC-Acro
CBB
staining
PC-HNE
Density; 1.0 + 0.1 : 0.8 + 0.1 1.0 + 0.1 : 0.9 + 0.1
Density; 1.0 + 0.1 : 0.7* + 0.1 1.0 + 0.1 : 0.5* + 0.1
Fig. 2-4 Effect of N-benzyl hydroxylamine on the level of PC-Acro at the locus of infarction.
The level of PC-HNE and PC-Acro were measured by western blotting ( n = 6 ). 
 
 
 
 
 
 
 
 
考察 
 
脳梗塞モデルマウスの梗塞部位において、活性酸素の発生量の指標として測
定したPC-HNEと 8-OHdG量は正常部位の約 3倍であった（Fig. 2-1 A and B）。
これに対して PC-Acro は正常部位の約 26 倍発生していることが明らかになっ
た（Fig. 2-1 A）。この比率は正常部位に対する相対的な割合であるので活性酸
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素と発生量の比較はできないが、PC-Acro が脳梗塞部位において大量に発生し
ていることがわかった。FM3A 細胞に対する毒性を調べた実験（Fig. 2-2）より、
4-HNEに比べてアクロレインの方がやや強い細胞毒性物質であることが解った。
初代培養の海馬神経細胞(54)や好中球(55)に対する細胞毒性についてはアクロ
レインの方が 4-HNE よりも 2~5 倍強い毒性を持つことが報告されており、本
研究のデータよりも差がはっきりとした結果であった。HeLa 細胞を用いた時に
毒性が同程度であったことにも疑問が残る。これについては海馬神経培養や好
中球は無血清培地で培養しており、FM3A 細胞は 2%の血清、HeLa 細胞は 5%
の血清を含む培地で培養していることから、培地中のタンパク質によりアクロ
レインの毒性が減弱した可能性が考えられた。以上のことから、アクロレイン
は 4-HNE と同等以上の毒性を持つことが明らかとなり、脳梗塞時の細胞障害に
は活性酸素だけでなく、アクロレインも関与していると予測された。 
 そこで脳梗塞モデルマウスに対して、アクロレイン除去剤である N-ベンジル
ヒドロキシルアミンまたは活性酸素除去剤であるエダラボンを投与してそれぞ
れの脳保護作用を比較した。その結果、エダラボンが脳梗塞誘導の 3 分後に投
与した場合のみに脳梗塞体積を有意に縮小させたのに対し、N-ベンジルヒドロ
キシルアミンは脳梗塞誘導の直後および 6 時間後の投与であっても有意に脳梗
塞体積を縮小した（Fig. 2-3A）。このことから、活性酸素が脳梗塞の初期に毒性
を発揮しているのに対し、アクロレインは脳梗塞の初期から 6 時間後までの毒
性に関与すると考えられた。しかしながら、Zhang らは虚血再灌流モデルマウ
スでエダラボンの治療可能時間を検討しており、6 時間後の投与であっても有意
に脳梗塞体積が縮小すると報告している(56)。このようにエダラボンの有効な投
与可能時間に差が出てしまった要因として、我々のモデルは永久脳梗塞モデル
の一種であり、再灌流が行われないので、エダラボンが患部に到達する割合が
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少なくなったために薬効が観察されにくかった可能性が考えられた。以上より、
エダラボンは組織プラスミノーゲンアクティベーターなどの血栓溶解剤と併用
することで、より有効に薬効を発揮する可能性が考えられた。 
 一方で、この時脳梗塞体積が縮小していたマウスでは、脳梗塞部位のポリア
ミン量が回復していた（Fig. 2-3B）。この結果は N-アセチルシステインの投与
により脳梗塞体積および脳梗塞部位の PC-Acro 量が減少し、ポリアミン量が回
復した（Fig. 1-4C）データと同様の結果であり、ポリアミン代謝とアクロレイ
ンが脳梗塞と深い関連があると考えられた。 
 脳梗塞誘導直後にエダラボンを投与したマウスでは脳梗塞部位で発生する
PC-HNE 量が減少傾向にあり、PC-Acro の量が有意に減少していた（Fig. 2-4）。
このことから、活性酸素は脂質の過酸化により HNE を発生させるだけでなく、
何らかのメカニズムでアクロレインの産生量の増加に関与していると考えられ
た。ポリアミンは生体内においてはその殆どが RNA と結合していること(57)お
よび脳梗塞部位では RNA 量が著しく減少することから、活性酸素は RNA と強
く反応し、ポリアミンの流出を引き起こしている可能性が示唆された。また N-
ベンジルヒドロキシルアミンは脳梗塞部位のPC-HNE量にはほとんど影響せず、
PC-Acro 量を有意に減少させたこと（Fig. 2-4）から、その脳保護作用はアクロ
レインの除去によるものと考えられた。 
以上のことから、N-ベンジルヒドロキシルアミンは脳保護作用が既存の脳保
護薬であるエダラボンと同程度以上であり、投与可能時間についてはより長期
間にわたって投与が可能であることから、新規の脳保護薬として優れていると
考えられた。しかしながら、N-ベンジルヒドロキシルアミンは活性酸素とは反
応しない(41)が、アクロレイン以外のアルデヒドとも反応すること(53)から、こ
れだけでは他のアルデヒドが関与している可能性を否定できなかった。厳密な
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細胞障害メカニズムの解析にはアクロレイン選択的除去剤が有用であるが、脳
保護薬としての臨床応用を考える上では N-アセチルシステイン等の活性酸素お
よびアクロレイン双方を除去する薬を使用するのが有効であると考えられる。
また、アクロレイン除去剤は現在臨床で使用されている組織プラスミノーゲン
アクティベーターと作用機序が異なるので相加作用が期待できると思われる。 
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ポリアミン代謝系の変動が脳梗塞に与える影響の解析 
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第三章 
ポリアミン代謝系の変動が脳梗塞に与える影響の解析 
 
第一章および第二章の結果より、ポリアミン代謝物であるアクロレインが脳
梗塞時における細胞毒性を引き起こす可能性が示唆されるとともに、アクロレ
インと脳梗塞は強い相関関係をもつことが明らかになった。そこで、ポリアミ
ンの代謝系に変動が起きている 2 種類の遺伝子変異マウスを用いて脳梗塞モデ
ルを作製し、アクロレイン量の変化と脳梗塞の関連性についてさらに検討した。 
Gy マウスはスペルミン合成酵素遺伝子が自然発生的に欠損したマウスであ
る(58)。スペルミン合成酵素はスペルミジンからスペルミンを合成する酵素であ
る（Fig. I-4）ので、この酵素がない Gy マウスでは脳組織内のスペルミンが無
いことが確認されている(58-60)。スペルミンはアクロレインの主な基質である
と考えられるので、このマウスを用いて脳梗塞モデルを作製し、PC-Acro の量
および脳梗塞への影響を調べた。 
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Spermidine
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AcetylspermineSpermine synthase
Fig. I-4 Metabolic pathway in Gy mouse ( Refer to Fig. I-2 ).
Spermine is made from spermidine by spermine synthase. Gy mouse is lack 
of spermine synthase. As there is no spermine in Gy mouse brain, the level 
of acrolein production is thought to be down regulated.
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トランスグルタミナーゼ 2（TG2）は、タンパク質のグルタミンにリジンを結
合させてタンパク質同士を共有結合させる架橋反応を触媒する酵素で、皮膚の
角質化などに関与していると考えられている(61)。共同研究グループである理化
学研究所より、TG2 ノックアウトマウス（TG2KO）の mRNA をマイクロアレ
イで解析したところポリアミン代謝酵素に変動があったとの報告を受けた。そ
こで当研究室で、この変動をタンパク質レベルで確認した後、脳梗塞モデルマ
ウスを作製し、ポリアミン代謝と脳梗塞について調べた。 
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Fig. I-5 Metabolic pathway in TG2KO mouse ( Refer to Fig. I-2 ).
The level of SSAT activity in TG2KO mouse is up regulated. As 3-Acetamidopropanal is not 
converted to acrolein efficiently, the level of acrolein production is thought to be down regulated.
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材料と方法 
 
Gy マウス 
城西大学の池口およびペンシルバニア州立大学の Pegg らの協力により Gy マ
ウスを譲り受け、当研究室で繁殖させた。Gy マウスは寿命が短く、4 週齢まで
に約半数が死亡することが知られる(58)。そこで、このマウスを用いた脳梗塞モ
デルの作製は 4 週齢の時点で実施した。 
 
トランスグルタミナーゼ 2 ノックアウト（TG2KO）マウス 
理化学研究所の辰川・小嶋らの協力により TG2KO マウス(62)を譲り受け、当
研究室で繁殖させた。野生型、ヘテロまたはホモノックアウトの各遺伝型のマ
ウスを用いて脳梗塞モデルマウスを作製し、脳梗塞体積を測定した。その結果、
野生型とヘテロノックアウトマウスにはほとんど差が見られなかったので、以
降の実験は野生型とホモノックアウトマウスを用いて実施した。 
 
その他の実験は第一章「材料と方法」に記載した方法で行った。 
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結果 
Gy マウスを用いた脳梗塞モデルマウスの解析 
 
Gy マウスを用いて脳梗塞モデルマウスを作製し、スペルミンが無いことが脳
梗塞にどう影響するかについて調べた。Gy マウスの脳梗塞体積を野生型のマウ
スと比較したところ、脳梗塞体積が約 30%縮小した（Fig. 3-1A）。この時の
PC-Acro 量を測定したところ、Gy マウスでは野生型に比べて PC-Acro 量が約
50%に減少していた（Fig. 3-1B）。この時のポリアミン量を測定したところ、
Gy マウスでは脳組織にスペルミンが存在しないことが確認された（Fig. 3-1C）。 
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Fig. 3-1 Decrease in infarct volume and PC-Acro at the locus of infarction of Gy mice.
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## P < 0.01, ### P < 0.001 compared with Gy mice (Normal)
Infarct Normal
WT Gy
WT Gy WT Gy
 - 40 -
TG2KO マウスを用いた脳梗塞モデルマウスの解析 
 
3 種類のポリアミン代謝酵素（SMO, SSAT および AcPAO）活性を測定した
ところ、TG2KO マウスで SSAT の活性が野生型に比べて約 2.5 倍上昇している
ことが解った（Fig. 3-2A）。そこで TG2KO マウスを用いて脳梗塞モデルマウス
を作製し、SSAT によるポリアミン代謝系の活性化が脳梗塞に影響するか調べた。
TG2KO マウスの脳梗塞体積を野生型のマウスと比較したところ、TG2KO マウ
スでは脳梗塞体積が約 30%縮小した（Fig. 3-2B）。この時の PC-Acro 量を測定
したところ、TG2KO マウスでは野生型に比べて脳梗塞部位の PC-Acro 量が約
50%に減少していた（Fig. 3-2C）。ポリアミン量を測定したところ、TG2KO マ
ウスでは梗塞部位におけるポリアミン量の回復が確認された（Fig. 3-2D）。 
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Fig. 3-2 Decrease in infarct volume and PC-Acro at the locus of infarction of TG2 
knockout mice.
SSAT activity (A), Infarct volume (B), PC-Acro (C) and polyamine content  (D) of 10 TG2 KO 
mice were measured.
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考察 
 
Gy マウスによる脳梗塞モデルマウスの脳梗塞体積が野生型に比べて約 30%
減少しており（Fig. 3-1A）PC-Acro 量も約 50%減少していた（Fig. 3-1B）。こ
のことから、アクロレインの産生基質であるスペルミンが存在しないマウスで
は、脳梗塞部位で発生する PC-Acro 量が減少し、これにともなって脳梗塞体積
も縮小することが明らかになった。ここで、アクロレインの主な産生経路はス
ペルミンの SMO による分解であるのに、脳梗塞部位の PC-Acro 量が完全にな
くならない（Fig. 3-1B）事に疑問が残る。この原因としては Gy マウスでは野
生型と比べて正常部位のスペルミジンが約 3 倍に上昇していることが影響して
いる可能性が考えられた（Fig. 3-1C）。通常は 3-アセタミドプロパナールからは
殆んどアクロレインが産生されないと考えられるが、スペルミジン添加によっ
ても細胞毒性が観察されること(10)および 3-アセタミドプロパナール添加によ
っても若干のアクロレインが産生され細胞毒性を示すことから、Gy マウスでは
3-アセタミドプロパナールからのアクロレイン産生量が上昇している可能性が
示唆された。 
TG2KO マウスのポリアミン代謝酵素活性を調べた結果、TG2KO マウスでは
野生型のマウスに比べて SSAT の活性が約 2.5 倍に上昇している事が解った
（Fig. 3-2A）。この原因としては、SSAT の mRNA 産生が Sp1 という転写因子
により活性化されること(63)および核内に移行した TG2 が Sp1 を不活性化する
作用を持つこと(64)から、TG2KO マウスでは TG2 による Sp1 の不活化が起こ
らず、SSAT の産生量が増加した可能性が考えられた。 
TG2KO マウスでは脳梗塞体積が野生型に比べて約 30%減少し、脳梗塞部位
の PC-Acro 量の減少とポリアミン量の回復が観察された（Fig. 3-2B-D）。アク
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ロレインの主たる産生経路はスペルミンが SMO によって代謝される経路であ
ると考えられるが、TG2KO マウスでは SSAT の経路が活性化されているので、
SMO によって代謝されるスペルミン量が減少していると考えられる。このため、
TG2KO マウスでは SSAT によって代謝されるスペルミン量が多くなることに
より脳梗塞部位で産生されるアクロレイン量が減少したと考えられた。このこ
とから SSAT の活性化が脳組織障害に対して保護的に働くと考えられた。しか
し近年、Zahedi らが SSAT ノックアウトマウスを用いて腎虚血再還流障害を行
ったところ、SSAT ノックアウトマウスの方が野生型よりも腎臓への細胞障害が
抑えられたとの報告がなされた(65)。我々のデータと Zahedi らのデータを比較
すると、脳と腎臓で使用した組織が異なるとはいえ、SSAT の作用として矛盾し
ているようにも思われる。この点については SSAT ノックアウトマウスでは
SMO の活性が野生型の 30%程度まで減少していること(65)から、SMO 活性の
減少によりアクロレインが産生されず、細胞保護作用が観察されたのではない
かと考えられる。Dogan らによって、SMO および AcPAO の阻害剤である MDL 
72527 を投与した脳梗塞モデルマウスでは脳梗塞体積が小さくなることを報告
している(66)ことからも、SMO 活性の制御が細胞保護にとって重要であること
が示唆されている。 
以上の結果から、ポリアミン代謝系の変化がアクロレインの産生量に影響し、
脳梗塞に強く影響することが示唆された。脳保護薬の開発には悲観的な見方が
優勢(67)であるが、臨床に生かすために様々なアプローチが新たに考え出されて
いる(68-70)。本研究結果によりアクロレインが脳梗塞悪化に関与している可能
性が高いことが明らかになったため、今後は将来の脳保護薬としての応用を見
据えて、詳細な細胞毒性メカニズムの解明や副作用の少ないアクロレイン除去
剤の開発などの研究を積み重ねる必要があると考えられる。 
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研 究 業 績 発 表 会 要 旨 
ポリアミンから産生されるアクロレインの脳梗塞における影響 
神経薬物学講座 （病態生化学研究室） 斎木 遼太郎  
【背景・目的】 
ポリアミン（プトレスシン、スペルミジンおよびスペルミン）は真核生物において細胞増殖必須因子
として機能する塩基性の生理活性物質である。一方で、牛血清存在下の培地にポリアミンを添加すると、
血清中のアミンオキシダーゼによる代謝産物が強い細胞毒性を示すことが知られていた。当研究室では
この細胞毒性物質が主にアクロレインであることを見出し（Sharmin S. et al. Biochemical and 
Biophysical Research Communications, 282, 228–235 2001）、さらに、脳梗塞等の細胞傷害性の疾患
においては、血中に遊離したポリアミンがポリアミン代謝酵素により代謝されることによって、アクロ
レインが産生される事を明らかにした（Fig. 1）。現在、脳梗塞時の細胞障害に関しては、主に活性酸素
の影響が注目されている。しかしながら、我々はアクロレインの発生源となるポリアミンが細胞内に数
mM という高濃度で存在していることや、アクロレインが活性酸素よりも強い細胞毒性を示すことか
ら、アクロレインに注目し研究を進めてきた。近年、当研究室ではポリアミンから産生されたアクロレ
インが血液中においてタンパク質中のリジン残基と反応することで、FDP-リジンやMP-リジンといっ
たタンパク質結合型アクロレイン（PC-Acro）として存在し、これが脳梗塞に対し有用なバイオマーカ
ーになる事を世界で初めて明らかにした（Tomitori H. et al. Stroke, 36, 2609-2613., 2005）。しかし、
脳梗塞部位におけるアクロレインと脳梗塞との関連性は明らかになっていなかった。そこで本研究で
は、脳梗塞とアクロレインの関連性をさらに追求することを目的とし、脳梗塞モデルマウスを用いて脳
梗塞時のポリアミン代謝とPC-Acro量の変化について解析した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
【方法・結果】 
1. 脳梗塞モデルマウスの解析 
1) 脳梗塞部位におけるポリアミン代謝とPC-Acro量の解析 
レーザーを用いた血栓誘導により中大脳動脈を閉塞させるPIT（Photo-induced thrombosis）法によ
り脳梗塞モデルマウスを作成し、脳梗塞部位におけるポリアミン量、ポリアミン代謝酵素活性および
PC-Acro量について正常部位と比較した。脳組織からポリアミンを抽出しHPLCを用いて定量すると、
脳梗塞部位では正常部位に比べてスペルミンおよびスペルミジン量が約半分に減少している一方で、プ
トレスシン量は増加していた（Fig. 2C）。また、脳組織からタンパク質を抽出し、ポリアミン代謝酵
素（SMO、SSATおよびAcPAO）の活性を測定したところ、脳梗塞部位ではポリアミン代謝酵素のす
べてについて上昇傾向が見られた。PC-Acroに対する抗体を用いてウェスタンブロッティングを行った
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ところ、脳梗塞部位では正常部位に比べて約 28倍PC-Acroの上昇が観察された（Fig. 2B）。この時、
アクロレインが結合しているタンパク質は主にアルブミンである事が解った。さらに、脳梗塞モデルマ
ウスにアクロレイン除去剤であるN-アセチルシステイン（NAC）を投与した場合には、脳梗塞体積が
30%減少し、ポリアミン量の回復およびPC-Acro量の減少が観察された。 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
2) 血漿中におけるポリアミン代謝とPC-Acro量の解析 
 脳梗塞モデルマウスの血漿を採取し、ポリアミン量、ポリアミン代謝酵素活性および PC-Acro 量に
ついて正常マウスと比較した。血漿中のポリアミン量を HPLCにより定量したところ、脳梗塞モデル
マウスでは正常マウスに比べてプトレスシンおよびスペルミジン量が約２倍に上昇しており、スペルミ
ン量もやや上昇していた。また、ポリアミン代謝酵素（SMO および AcPAO）の活性を測定したとこ
ろ、脳梗塞モデルマウスでは正常マウスに比べて約２倍の酵素活性の上昇が観察された。さらに、
PC-Acroに対する抗体を用いてELISAを行ったところ、脳梗塞モデルマウスでは正常マウスに比べて
FDP-Lys量が約 1.8倍に上昇していた。 
以上の結果より、脳梗塞とPC-Acro量に相関関係があることが明らかになった。 
2. 脳梗塞時における活性酸素とアクロレインの比較 
 1) 脳梗塞時に発生する活性酸素とアクロレインの発生量および細胞毒性の比較 
現在、脳梗塞時における細胞障害には活性酸素が深く関与すると考えられている。そこで、脳梗塞時
におけるアクロレインと活性酸素の重要性を比較するために、それぞれの発生量と毒性を測定した。ま
ず、脳梗塞モデルマウスを用いて脳梗塞部位におけるアクロレインと活性酸素の発生量を測定した。活
性酸素は主に膜脂質やDNAに障害を与えることから、発生量の指標として脂質過酸化により発生する
4-ヒドロキシルノネナール（4-HNE）とDNA酸化損傷マーカーである 8-ヒドロキシ-2'-デオキシグア
ノシン（8-OHdG）を定量した。脳組織のタンパク質を抽出し、タンパク質結合型 4-HNE（PC-HNE）
に対する抗体を用いてウェスタンブロットを行ったところ、脳梗塞部位では正常部位に比べて約 3倍の
PC-HNE量が検出された。また、脳組織からDNAを抽出し、8-OHdG量をELISA法により測定した
ところ、梗塞部位では正常部位に比べて約 3倍の 8-OHdG量が検出された。4-HNEは細胞毒性を持つ
ことから、マウス乳がん由来の FM3A細胞とヒト子宮頸がん由来のHeLa細胞を用いてアクロレイン
との細胞毒性を比較したところ、FM3A細胞ではアクロレインの毒性が強いが、HeLa細胞においては
毒性が同程度であった。以上の結果より、アクロレインが 4-HNEよりも強く細胞障害に影響している
可能性が示唆された。 
2) 活性酸素除去剤とアクロレイン除去剤の脳保護作用の比較 
脳梗塞時における脳保護剤としては、活性酸素除去剤であるエダラボン（商品名：ラジカット）が使
用されている。そこで、アクロレインの除去と活性酸素の除去の有用性を比較するために、アクロレイ
ン除去作用を持つ N-ベンジルヒドロキシルアミンとエダラボンの薬効について比較した。脳梗塞モデ
ルマウスに梗塞を誘導した直後の時点で N-ベンジルヒドロキシルアミンを投与した場合は、エダラボ
ンと同程度（約 30 %）脳梗塞体積の拡大を防いだ。一方で、血管閉塞後 6時間の時点でこれらの薬剤
Fig. 2 脳梗塞部位におけるポリアミン量
の減少とFDP-Lys量の増加
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を投与したところ、N-ベンジルヒドロキシルアミンが脳梗塞体積を約 30 %縮小したのに対し、エダラ
ボン投与では脳保護作用が観察されなかった。以上の結果より、活性酸素が脳梗塞初期の細胞障害に関
与する一方で、アクロレインは脳梗塞直後から 6時間程度までの長期間にわたって細胞障害に関与する
可能性が示唆された。 
3. 遺伝子変異マウスを用いた脳梗塞モデルの解析 
 ポリアミン代謝によって発生するアクロレインの重要性が明らかになったため、遺伝子変異マウスを
用いてさらに脳梗塞とアクロレインの関連性について調べた。 
 1) Gyマウスの解析 
 Gyマウスはスペルミン合成酵素遺伝子が自然発生的に欠損したマウスである。このため Gyマウス
の細胞内にはスペルミンが含まれないことから、脳梗塞時に発生するアクロレイン量が減少すると考え
た。脳組織のポリアミンを抽出し、HPLCを用いて定量すると、Gyマウスではスペルミンが無く、ス
ペルミジンが野生型の約３倍上昇していることが再確認された。このGyマウスを用いて脳梗塞モデル
マウスを作製したところ、Gyマウスは野生型マウスと比較して脳梗塞体積が約 30%減少した。PC-Acro
に対する抗体を用いてウェスタンブロッティングを行ったところ、Gyマウスでは野生型マウスに比べ
てPC-Acro量が約 30 %減少していた。以上の結果より、スペルミンから産生されるアクロレインが脳
梗塞に関与する可能性が示唆された。 
 2) トランスグルタミナーゼ 2ノックアウト（TG2KO）マウスの解析 
 TG2 はタンパク質のグルタミン残基にリジン残基や、ポリアミンを含む１級アミンを結合させる転
移酵素である。共同研究グループがTG2 KOマウスについてmRNAの網羅的解析を行った結果、ポリ
アミン代謝酵素のmRNAが変動していた。この報告に基づき、脳組織内のポリアミン代謝酵素（SMO、
SSATおよびAcPAO）活性を測定したところ、TG2KOマウスでは野生型マウスに比べてSSAT活性
が約 2.5倍上昇していることが明らかになった。3-アミノプロパナールが自発的にアクロレインに変換
されるのに対して、3-アセタミドプロパナールはほとんどアクロレインに変換されないことが明らかに
なっている。そこで SSAT 活性の上昇により、脳梗塞時に発生するアクロレインが減少するのではな
いかと考えて、TG2KOマウスを用いて脳梗塞モデルマウスを作製した。脳梗塞体積を比較したところ、
TG2KOマウスでは野生型のマウスと比較して脳梗塞体積が約 30%減少した。このとき、脳梗塞部位か
らポリアミンを抽出し HPLC を用いて定量すると、TG2KO マウスでは野生型マウスと比較してスペ
ルミンおよびスペルミジン量の減少が抑えられた。また、PC-Acroに対する抗体を用いてウェスタンブ
ロッティングを行ったところ、TG2KOマウスでは野生型マウスに比べてPC-Acro量が約 30 %減少し
ていた。以上の結果より、SSATの活性化がSMOによって産生されるアクロレインの発生を減少させ
る可能性が示唆された。 
【総括】 
本研究の結果より、脳梗塞時には脳梗塞部位および血漿中においてポリアミンが代謝されることでア
クロレインが産生されることが明らかになった。また、アクロレインは梗塞部位において正常部位に比
べて約 30倍の量が発生し、その除去剤は梗塞直後から 6時間まで薬効を示した。さらに変異マウスを
用いた実験により、スペルミンから産生されるアクロレインが減少すると脳梗塞体積が縮小することが
解った。以上のことから、アクロレインと脳梗塞体積には強い相関関係がある事が明らかとなり、アク
ロレイン除去剤が活性酸素除去剤よりも長期間有効な脳保護薬となる可能性が示唆された。 
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